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OPRAVNY LIST bakalaiské prace Genetické determinace fixace CO, u C3 a C4 rostlin

chybné — spravné

str. 2 Fruktosa-1,6 bisfosfat/sedoheptulosa-1,7-bisfosfat aldolasa
— Fruktosa-1,6- bisfosfat/sedoheptulosa-1,7-bisfosfat aldolasa

str. 5 tadek ,NADPH- ME NADPH- dependentni jable¢ny enzym* je nadbyteény
str. 5 sedoheptulosa-7-bisfosfat — sedoheptulosa-7- fosfat

str. 9 cDNA (complementary DNA), knihovnou — cDNA (complementary DNA) knihovnou

str. 12 obr.4 chybi vysvétleni zkratek (mélo by byt vloZeno pied (podle Paviova, 2005, upraveno))

ADP — adenosindifosfat, ATP — adenosintrifosfat, CO, — oxid uhlicity,
GAP - glyceraldehyd-3-fosfat, NADP" - oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat,
NADPH — redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat, O, — kyslik, P;— anorganicky fosfat

str. 20 nadbyte¢né fadkovani mezi ,,vyskytuje“ a ,,tzv. Kranz-anatomie*
str. 24 obr. 7 (prava horni ¢ast obrazku) NADP-ME — NADP-MDH
str. 25 obrazek Obr. 7. — Obr. 8.

str. 29 OAA + ATP — PEP + ADP — OAA + ATP — PEP + ADP + CO,

str. 32 tab. 2.
Hydrocharitaceae | Hydrilla - Hydrocharitaceae | Hydrilla
Lamiaceae Vallisneria Vallisneria
Plectranthus Lamiaceae Plectranthus |

str. 36 OAA + ATP — PEP + ADP — OAA + ATP — PEP + ADP + CO,

str. 13, 22, 24, 25, 26, 31 v popiscich obrazki 4-9 chybi mezera pied ¢islici
str. 23, 33 v popiscich tabulek chybi tecka za &islici

v celé praci jsou pouZity nadbyteéné zavorky u zkratky autora uvadéné u védeckych nazva
rostlinnych druht

Prosim ¢tenafe o prominuti vyse uvedenych chyb
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Abstrakt

Fotosyntéza je dlleZitd metabolicka draha, ktera je charakteristicka pro fotoautotrofni
organismy a slouZi k zabudovani CO, do organickych latek. Fixace CO, se u vyssich rostlin
uskuteciiuje béhem Calvinova cyklu, ktery je lokalizovan v chloroplastech, fotosyntetickych
organelach pfitomnych v burikach listd a nékterych dal$ich organi vétSiny rostlinnych druhdg.
Rostliny, jejichz sekundarni fazi fotosyntézy piedstavuje samotny Calviniv cyklus, se
oznacuji jako C3 rostliny (patiéi k nim vétSina rostlinnych druhii). U nékterych rostlin
probihaji za ucelem zvySeni koncentrace CO, v mistech Calvinova cyklu jesté dalsi reakce
a takové rostliny jsou oznacovany jako C4 a CAM. Tyto reakce se pravdépodobné vyvinuly
jako adaptace na neptiznivé podminky prostfedi, zejména takové podminky, které vyzaduji
omezeni zbyteénych ztrat vody jeji expiraci v nevhodnou dobu.

Calvinova cyklu se u¢astni jedenact enzymi. Nékteré z nich se vyskytuji i v jinych
kompartmentech buriky, nejen v chloroplastech. Existuji obvykle ve vice izoformach a totéz
lze prohlasit 1 o enzymech C4 nebo CAM rostlin, katalyzujicich pridatné reakce fixace CO,.
Exprese geni kodujicich tyto enzymy je fizena riznymi mechanismy, které se uplatiiuji na
riznych urovnich cesty od genu k plné funkénimu proteinu. S rozvojem metod molekularni
biologie v poslednich desetiletich se vyzkumem vybranych druhid C3, C4 a CAM rostlin
ziskaly mnohé poznatky o struktufe, fizeni exprese a vzajemném vlivu enzymu zapojenych do
dé¢ji fixace CO,, regulaci exprese jejich geni a pravdépodobnych mechanismech
uplatriujicich se v evoluci téchto gend. Tato prace se snazi struéné shrnout soucasny stav
znalosti o mechanismech C3, C4 a CAM fixace CO; u vyssich rostlin a jejich genetické

determinaci.

Klic¢ova slova
C3 rostliny, C4 rostliny, CAM rostliny, fixace CO,, fotosyntéza, izoformy enzymd,

lokalizace enzym, fizeni genové exprese



Abstract

Genetic determination of CO; fixation in C3 and C4 plants

Photosynthesis is an important metabolic pathway characteristical for
photoautotrophic organisms. It is necessary for the fixation of CO, into organic compounds.
The fixation of CO; in higher plants proceeds through so-called Calvin cycle which takes
place in the stroma of chloroplasts — photosynthetic organelles present in cells of leaves and
other organs of the majority of plant species. Plants that fixate CO, only by the Calvin cycle
are known as C3 plants (the majority of higher plant species belongs to this group). Some
plants have developed additional metabolic pathways in order to selectively increase the
concentration of CO, for its subsequent fixation by the Calvin cycle enzymes. These species
are known as C4 and CAM plants. Such pathways probably evolved in order to enable plants
to adapt to unfavourable environment, particularly to such conditions that would require the
limitation of water loss caused by its expiration at wrong time.

Eleven enzymes are involved in the Calvin cycle. Several of them are located not only
in chloroplasts but also in other compartements of a cell. The Calvin cycle enzymes usually
exist in several isoforms; this applies also for the enzymes of C4 or CAM plants, participating
in the accessory reactions of CO, fixation. The expression of genes coding for these enzymes
is regulated by various mechanisms at different levels of the pathway from gene to mature
protein. During the last decade or two, the development of molecular biology methods and the
research made on selected species of C3, C4 and CAM plants brought new information about
the structure of enzymes involved in the fixation of CO,, the regulation of expression of their
genes and the probable mechanisms of their evolution. This thesis attempts to briefly
summarize current knowledge on C3, C4 and CAM mechanisms of CO, fixation in higher

plants, and their genetic determination.

Key words
C3 plants, C4 plants, CAM plants, CO, fixation, control of gene expression, enzyme
isoforms, localization of enzymes, photosynthesis



1  Seznam pouzitych zkratek

1,3-BPGA
3-PGA
AMP
ADP

ATP

Cc3

C4

CA

CAM

CBB cyklus

CF

CO,;

DHAP

DNA

E-4-P

F-1,6-BP

F-6-P

FBA

FBP

Fd

GA-3-P, téz GAP
GAPDH

H+

HCO5y

H,0

Km

LHC

ME

mRNA
NADP*
NADPH
NADP-MDH
NAD-ME
NADP-ME
NADPH-ME
OAA

OEC

PC

PCR

PEP

PEPC
PEPCK
PGK

P
PP;
PPDK

PQ

PRK

PS1

PS 11
RPE

RPI
Ru-1,5-BP
R-5-P
Ru-5-P
Rubisco
SBP
Su-1,7-BP
Su-7-P
TKL

TP1

WUE
Xu-5-P

1,3-bisfosfoglycerat

3-fosfoglycerat

adenosinmonofosfat

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

typ rostlin, u nichZ jsou produktem fixace CO; tfiuhlikaté sloueniny
typ rostlin, u nichZ je produktem fixace CO, étyfuhlikata slouéenina
karbonatdehydratasa, téZ karboanhydratasa

typ rostlin, které maji shodny sled reakci jako C4 typ, li3i se zptisobem oddéleni procesi fixace CO2 a jeho

zabudovani do organickych latek
Calvin-Benson-Basshamiv cyklus
ATP syntasa

oxid uhligity

dihydroxyacetonfosfat

kyselina deoxyribonukleova
erytrosa-4-fosfat
fruktosa-1,6-bisfosfat
fruktosa-6-fosfat

fruktosa- 1,6-bisfosfat/sedoheptulosa-1,7-bisfosfataldolasa
fruktosa-1,6-bisfosfatasa

ferredoxin

glyceraldehyd-3-fosfat
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
proton

hydrogenuhli¢itanovy anion

voda

Michaelisova konstanta

svétlosbérny komplex

jable¢ny enzym

mediatorova kyselina ribonukleova
oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADP-malétdehydrogenasa
NAD-dependentni jable¢ny enzym
NADP-dependentni jableény enzym
NADPH-dependentni jable¢ny enzym
oxalacetat

komplex uvoliujici kyslik
plastocyanin

fotosynteticky redukeni cyklus uhliku
fosfoenolpyruvat
fosfoenolpyruvatkarboxylasa
fosfoenolpyruvatkarboxykinasa
3-fosfoglycerétkinasa

anorganicky fosfat

anorganicky difosfat
pyruvat-fosfatdikinasa

plastochinon

fosforibulokinasa

fotosystém I

fotosystém 11
ribulosa-5-fosfat-3-epimerasa
ribosa-5-fosfatizomerasa
ribulosa-1,5-bisfosfat

ribosa-5-fosfét

ribulosa-5-bisfosfat
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa
sedoheptulosa-1,7-bisfosfat
sedoheptulosa-7-bisfosfat
transketolasa

triosafosfatizomerasa

efektivita vyuZiti vody
xylulosa-5-fosfat



2 Uved

Fotosyntéza je proces odehravajici se u rostlin vzelenych ¢&éastech téla, ve
specializovanych bunéénych organelach — chloroplastech, pfedev§im v buiikéch listového
mezofylu. Béhem fotosyntézy se energie slune¢niho zéafeni po pohlceni méni v energii
chemickych vazeb organickych latek. Nejvice energie je spotfebovano pfi fixaci a redukci
CO; a nasledné syntéze asimilati sacharidového typu, tedy pii d€jich sekundarni (oznacované
téz syntetickd a mén¢ vhodn¢ i temnotni) faze fotosyntézy. V sekundarni fazi fotosyntézy se
k tvorbé organickych latek vyuzivaji produkty faze primami (svételné) — ATP, redukované
formy ferredoxinu a NADPH. Tyto latky vznikaji diky energii svételného zéteni, které je
pohlceno fotosyntetickymi pigmenty — chlorofyly, karotenoidy.

Primami faze fotosyntézy probiha na specifickych strukturdch umisténych v tylakoidni
membrané chloroplasti (Obr. 1, Obr. 2), které slouZi k transportu elektronti a fotofosforylaci.
Jsou jimi fotosystém II (PS II) s komplexem uvoliujicim kyslik (OEC, oxygen-evolving
complex), fotosystém I (PS ), cytochromovy komplex bef, komplex syntetizujici ATP (ATP-
syntasa, téZ CF, coupling factor) a komplexy svétlosbémych antén (LHC, light-harvesting
complexes). Mimo komplexy se d&€ji primarni faze ucastni mobilni molekuly prenasejici

elektron — plastochinon (PQ), plastocyanin (PC) a ferredoxin (Fd).

vnéjSi membrana ~

stromatalni tylakoid

vnittni membrana

mezimembranovy prostor

grana

stroma granalni tylakoid

Obr. 1. Zakladni struktury chloroplastu
(podle www.biomed.cas.cz/mbu/gabriel/Biochemie%2011.ppt, upraveno)
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Obr. 2. Schéma primadrni faze fotosyntézy, zakresleny jsou vyuZité struktury, produkty, prubéh prenosu elektronu
(a protonu) i vztah k sekundarni fazi fotosyntézy (oznacen cernymi ovaly). Tmavozelené je zndzornén komplex
Jotosystému Il (obklopeny komplexy svétlosbérnych antén a s komplexem uvolfiujicim vodu (svétlemodry) na
lumendlni strané tylakoidni membrdny), svétlezelené je zndzornén komplex fotosystému I (opét obklopeny
komplexy svétlosbérnych antén), oraniové je zndzornén cytochromovy komplex bgf, Cervené je zndzornéna
ATP-syntasa (CFy/CF;), modFe plastocyanin (PC), tmavooranzové ferredoxin. Zkratky v ramci jednotlivych
komplexi predstavuji dilci pFenasece elektroni.

(podle Paviova 2005, upraveno)

Sekundarni faze se odehrdva ve stromatu chloroplastu (Obr. 1). Hlavnim
metabolickym procesem je Calvin-Benson-Basshamiv cyklus (zkracené Calviniv cyklus,
nékdy téz nazyvany fotosynteticky redukéni cyklus uhliku, PCR) snékolika fazemi
— karboxyla¢ni, reduk¢ni a regeneracni (Obr. 3). Béhem faze karboxylaéni je CO; fixovan na
ribulosa-1,5-bisfosfat enzymem ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasou, vznikaji
ptitom dvé molekuly kyseliny 3-fosfoglycerové. Ke spotiebé produkti primarni faze
fotosyntézy a redukci kyseliny 3-fosfoglycerové na 3-fosfoglyceraldehyd dochézi béhem faze
redukéni; pii fazi regeneraéni se po karboxylaci regeneruje ptivodni substrat a vznikaji
sacharidy s riznym poctem atomi uhliku. Ty slouzi jako zasobarna energie, €i se po
transportu do jinych organel ucastni dalSich procesu v burice (glykolyzy, Krebsova cyklu,
procest dychaciho fetézce). Z hexos se v chloroplastu syntetizuje Skrob, erytrosa-4-fosfat je
vyuzit spole¢né s fosfoenolpyruvatem (transportovanym z cytosolu) k syntéze aromatickych
aminokyselin, ribosa-5-fosfat je pouzit na tvorbu nukleovych kyselin (Raines and Lloyd,

2007).
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Obr. 3. Schematicky prubéh Calvinova cyklu, zachycen pocet molekul produktii a meziprodukti.

3-PGA — 3-fosfoglycerat, ADP — adenosindifosfat, ATP — adenosintrifosfat, CO, — oxid uhlicity,

GAP - glyceraldehyd-3-fosfat, NADP" - oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NADPH — redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat, P; — anorganicky fosfat, Ru-1,5-BP — ribulosa-1,5- bisfosfat.

(podle Buchanan et al., 2000, upraveno)



U  nékterych rostlinnych  druhti  pfedchdzi  Calvinovu cyklu fixace
hydrogenuhli¢itanového anionu na fosfoenolpyruvat, jejimz produktem je ¢tytruhlikata latka
— oxalacetat (Voet and Voet, 1995; Hatch, 2002). Podle po¢tu uhliki prvniho produktu se
tento typ fixace CO, nazyva C4 cyklus (Calvintiv cyklus je ze stejného diivodu nazyvan
cyklus C3). C4 cyklus (téZ nazyvan cyklus Hatchiv-Slackiv-Kortschakiv) se vyskytuje
u tzv. C4 a CAM rostlin. U C4 rostlin jsou C4 a C3 cykly oddéleny prostorové, u rostlin
CAM casové. Rostliny C4 a CAM jsou prizpisobeny anatomicky, fyziologicky
a biochemicky na prostiedi suchych stanovi$t' s vysokou teplotou a ozafenosti, kde jsou
zvyhodnény vici rostlindAm C3. Metabolismus C4 a CAM se pravdépodobné vyvinul z C3
metabolismu zafixovanim genetickych zmén — mutaci, které vedly k potlacdeni ztrait CO,
procesem fotorespirace (téZ glykolatova cesta) a zvySovaly hodnotu efektivity vyuziti vody
(WUE) (Martin et al., 2000).

Tato prace se zabyva variantami fixace CO, u vysSich rostlin, regulaci aktivity enzymi
metabolickych drah sekundarni faze fotosyntézy i regulovanim exprese jejich genid
a genetickymi modifikacemi, které vedly ke vzniku né€kolika typi fotosyntetického
metabolismu a jsou zodpovédné za anatomické, fyziologické a biochemické adaptace rostlin

na podminky stanovisté, na kterém se vyskytuji.

3 Pouzivané metody a organismy p¥i studiu genetické determinace typi fotosyntézy

Ke studiu genti kodujicich enzymy fixace CO, u vyssich rostlin se dnes pouziva fady
metod. K dilezitym patii zjiStovani sekvence porovnavanim zkoumanych ¢asti genomu
s cDNA (complementary DNA), knihovnou pro dany rostlinny druh. Vzajemnou podobnost
gent odhaluje srovnavaci hybridizace. Ke zkoumani detailniho pribéhu metabolickych drah
jsou vytvafeny transgenni rostliny, které maji pozménénou genetickou informaci (Raines,
2003). Transgenni rostliny se ziskavaji vnesenim ciziho genu do jejich genomu pomoci
vektoru, nebo naopak se u nich néktery gen inaktivuje a poté jsou sledovany zmény
metabolické drahy rostlin, se kterou vneseny ¢i inaktivovany gen souvisi. Sleduje se také, jak
druhy s danym typem fotosyntézy reaguji na rizné abiotické stresové faktory (mj. na rostouci
obsah CO, v atmosféte (Moore, 1994)).

Ke studiu typl fotosyntézy se vybiraji rostlinné druhy, které maji vyhodné vlastnosti
(kratky Zivotni cyklus, malé rozméry, nizké kultivaéni naroky) pro péstovani v laboratornich

podminkéch, ¢i jsou vyznamnymi zemédélskymi plodinami (pfedevsim obilniny). Hodné jsou



studovény i rody, které obsahuji druhy sriznymi typy fotosyntézy, ¢i dokonce druhy
C3-C4 ptechodné (Brown et al., 2005).

4 Varianty fotosyntézy

4.1 C3 typ metabolismu

Vice nez 90 % terestrickych druhti rostlin asimiluje CO, cestou C3 metabolismu (Ku et
al., 1996). Anatomickym znakem listu vétSiny C3 rostlin je rozliSeni mezofylu na houbovy
a palisadovy parenchym. Uginnost C3 cyklu je oviem omezena nizkou afinitou enzymu
Rubisco k atmosférickému CO, (Griffiths, 2006; Tcherkez et al., 2006), se kterou souvisi
fotorespirace, proces probihajici v chloroplastech, peroxizomech a mitochondriich. Ztraty
CO, fotorespiraci nejsou zanedbatelné a zvysuji se s rostouci teplotou prostiedi (Portis, 2002).

Fixace CO; cestou C3 byla poprvé popsana v 50. letech 20. stoleti v praci Calvina,
Basshama a Bensona, vychazejici ze série studii fasy Chlorela sp. (Leegood et al., 2000;
Raines and Lloyd, 2007). Calviniv cyklus (téZ fotosyntetickd redukce uhliku, cyklus
redukujici pentosafosfat, Benson-Calvintiv cyklus, Calvin-Benson-Basshamiv cyklus, CBB
cyklus) je souborem reakci fixujicich CO; a zaroveii regenerujicich pivodni substrat (Obr. 4).
Béhem asimilace jedné molekuly CO, jsou spotfebovany tii molekuly ATP a dvé molekuly
NADPH (Grace, 2004). C3 cyklus je autokatalyticky, je schopen produkce metabolitt, které
jsou vyuZity v ném samém, €i v jinych drahach — biosyntéze Skrobu, sacharosy, izoprenoidi,
kyseliny Sikimové i ostatnich sloZzek vyzadovanych pro rist a vyvoj rostlin. Pét ze Sesti
molekul metabolitd produkovanych béhem cyklu je potfeba na obnovu substratu pro fixaci
CO,, Cistym produktem je kazda Sesta molekula triosafosfatu (glyceraldehyd-3-fosfat ¢&i
dihydroxyacetonfosfat), ktera opousti chloroplast ¢i je pouZita v syntéze Skrobu (Raines and
Lloyd, 2007).

Reakci Calvinova cyklu se ucastni celkem jedendct enzymid. Jsou jimi:
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa  (Rubisco); 3-fosfoglyceratkinasa (PGK);
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH); triosafosfatizomerasa (TPI);
fruktosa-1,6-bisfosfat/sedoheptulosa-1,7-bisfosfataldolasa (FBA); fruktosa-1,6-bisfosfatasa
(FBP); sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (SBP); transketolasa (TKL); ribulosa-5-fosfat-3-
epimerasa (RPE); ribosa-5-fosfatizomerasa (RPI); fosforibulokinasa (PRK). Enzymy C3
cyklu jsou lokalizovany ve stromatu chloroplastii. Metabolickd draha ziejmé nevznikla
de novo v rostlinich, ma pivod v eubakteriich, ze kterych se vyvinuly endosymbiotické

organely (Martin et al., 2000).
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Geny kédujici enzymy Calvinova cyklu jsou u eukaryotickych fotosyntetickych
organismu jaderné, pouze velka podjednotka Rubisco je kddovana v chloroplastové DNA.
U mnohych studovanych fotosyntetizujicich bakterii jsou tyto enzymy kodovany
cbb operonem. Syntéza enzymi probiha v cytosolu, na N-konci maji tranzitni peptid, ktery je
sméruje do chloroplastu. Exprese genli C3 cyklu je vyznamné ovlivnéna svétlem, jiZ béhem
jedné hodiny po vystaveni svétlu se u rostlin pfedtim umisténych ve tmé vyrazné zvysi
hladina mRNA koédované témito geny. VétSina dosud odhalenych kontrolnich mechanismi
probihd na trovni transkripéni regulace genové exprese. Maximélni hladiny mRNA se
dosahne po 1-2 dnech normalniho reZimu stfidani svétla a tmy (Raines and Lloyd, 2007).

Enzymy jsou ve vét§iné pifipadi tvofeny vice podjednotkami (jen PGK je aktivni
ve formé€ monomeru). Do dvou tiid — I, II - se fadi enzymy se shodnou funkci, ale odliSnou
strukturou. Ze studii fotosyntetickych enzymt u Spinacia sp. vyplyva, Ze pét z jedenécti
enzymi ma izoformy, které se v cytosolu ucastni glykolyzy a glukoneogeneze (Martin and

Schnarrenberger, 1997).
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C3 cyklus je regulovan dostupnosti ATP a NADPH - produkti primarni faze
fotosyntézy, vliv na aktivitu enzymi cyklu ma svétlo a thioredoxin. Odpovéd’ rostlin na svétlo
je zprostfedkovana fadou fotoreceptori (fytochrom, kryptochrom). Za tmy je téméf
inaktivnich 5 enzymi (Rubisco, GAPDH, FBP, SBP, PRK) (Buchanan, 1991; Ruelland and
Miginac-Maslow, 1999; Raines and Lloyd 2007). Po zacatku svételné periody je aktivita
téchto enzymt obnovena béhem 5-30 minut. Aktivace C3 cyklu vyzaduje redukéni
ekvivalenty zprimarni faze fotosyntézy. V redukujicim mist¢ fotosystému I dochazi
k ptenosu elektroni z ferredoxinu na thioredoxin f (coz katalyzuje enzym
ferredoxin/thioredoxinreduktasa). Thioredoxin je maly stromatalni protein (12 kDa)
obsahujici vysoce konzervativni sekvenci aminokyselin (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys). Je schopny
reverzibilné oxidovat a redukovat disulfidové skupiny, pasobi tedy jako
proteindisulfidoxidoreduktasa. Na svétle se redukovany thioredoxin vaZze na cysteinové
zbytky vy$e uvedenych (mimo enzymu Rubisco) ¢ty enzymiti Calvinova cyklu (neaktivni
formy téchto enzymi maji cysteinové zbytky propojeny disulfidickymi vazbami). Po navazani
thioredoxinu vznikaji dvé thiolové skupiny a je umoZnéna zména konformace vedouci
k aktivaci fotosyntetickych enzymi. Proces inaktivace je méné objasnény, neni zavisly na
oxidované formé thioredoxinu (Martin et al., 2000). Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/
oxygenasa se zpusobem regulace od ostatnich enzym lisi (viz.kapitola 4.1.1.1).

Podil na regulaci C3 cyklu ma i vznik pfechodnych multimerickych komplexi
z enzymi cyklu, které soustied’uji metabolické intermediaty a zvyS$uji u€innost cyklu. Nejlépe
prostudovan je komplex GAPDH, PRK a proteinu CP12 pfitomny u rostlin za tmy (Wedel,
1997; Raines, 2003). Protein CP12 (koédovany jadernym genomem) je tvofen ptiblizné
75 aminokyselinami uspofddanymi do centrdlniho o helixu obklopeného dvéma
konzervativnimi otockami. C-koncova smycka je téméf identickd s C-termindlni sekvenci
chloroplastové GAPB (podjednotky B enzymu GAPDH), proto zfejmé hraje roli pfi vzniku
hexadekamerni formy enzymu GAPDH (A8B8), ktera je vytvorfena ze tyf tetrametri A2B2.
Enzym PRK se pii vzniku komplexu vaZe k N-koncové aminokyselinové sekvenci proteinu
CP12. Disociace komplexu GAPDH, PRK, proteinu CP12 je zavisla na NADPH (Raines and
Lloyd, 2007).
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4.1.1 Enzymy C3 fotosyntézy

4.1.1.1 Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa

EC4.1.1.39

Katalyzovana reakce : Ru-1,5-BP + CO, — 3-PGA + 3-PGA

(navazani CO, na akceptor — ribulosa-1,5-bisfosfat, na kazdou fixovanou molekulu CO;
vznikaji 2 molekuly 3-fosfoglyceratu)

U C3 rostlin tvofi tento enzym az 50 % proteind pfitomnych v listu, je povazovan za
nejrozsifenéjsi protein v biosféie (Leegood et al., 2000; Raines and Lloyd 2007). PrestoZe
ro¢né reaguje s 15 % atmosférického CO,, je povazovan za pomaly a neucinny enzym
(Griffiths, 2006), pfedev§im diky malé afinité k substratu a nizkému ¢islu obratu. Jsou
popsany 2 strukturni typy: tfida I a tfida II. Ttida I je dale délena na dva typy: R-typ
Rhodophyt a G-typ Chlorophyt, vzniklé patrné duplikaci genti béhem fylogeneze (Martin and
Schnarrenberger, 1997). Vys8i rostliny pouzivaji enzym tfidy I typ G. Enzymy tiidy I
maji molekulovou hmotnost 560 kDa, jsou tvofeny osmi velkymi a osmi malymi
podjednotkami. Malé podjednotky jsou kédovany jadernou
DNA - rodinou gent, velké podjednotky jsou kédovany DNA chloroplastu — jednim genem.
Ttida II je s téidou I identickd v 30 % primarni struktury, enzymy této tfidy jsou sloZeny
pouze z velkych podjednotek, jejichZz poéet se pohybuje od 2 do 6. T¥ida II byla popsana
napi. u Dinophyt, fotosyntetickych protist.

Prvni krok aktivace enzymu Rubisco je katalyzovan pfidatnym enzymem
Rubisco-aktivasou. Enzym Rubisco-aktivasa je chaperon s ATPasovou aktivitou (Portis,
2002; Raines and Lloyd, 2007), ktery je regulovan thioredoxinem a existuje ve dvou formach
s molekulovou hmotnosti 43 kDa, ¢i 46 kDa, které vznikaji riznym sestiihem na C konci.
Aktivni je ve formé homodimeru. V aktivnim stavu musi mit Rubisco ve vazebném misté pro
substrat navazan karbamato-hofe¢naty komplex (Griffiths, 2006; Raines and Lloyd, 2007).
Hofeénaty ion se zde vaZe na karbamat, ktery vznikne navdzanim CO; na lyzinovy zbytek
(z néhoz byly piedtim uvolnény 2 protony) sousedici s katalytickym mistem na velké
podjednotce enzymu. Karbamato-hofe¢naty komplex nevznikd, je-li ve vazebném misté
pfitomen inhibitor (napf. ribulosa-1,5-bisfosfat, 2-karboxyarabinitol-1-fosfat). Proces
karbamylace, neboli zména enzymu Rubisco v aktivni formu, je stimulovan vzestupem pH

souvisejicim s fotosyntetickymi reakcemi.
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Pii reakci vedouci ke vzniku kyseliny 3-fosfoglycerové reaguje s CO, velka
podjednotka enzymu (g-amino skupina lyzinového zbytku). S komplexem enzymu a CO,
reaguje substrat, tj. ribulosa 1,5-bisfosfat, za vzniku enediolu, jehoZ stabilita klesa pfi vy$si
teploté (30 — 40 °C), s timto poklesem stability souvisi i nartist oxygenasové aktivity enzymu
Rubisco a rychlosti fotorespirace (Griffiths, 2006). Je odhadovano, Ze bez oxygenasové
aktivity enzymu Rubisco by produktivita fotosyntézy byla o 30-40 % vyssi (Portis, 2002),
mira ztrat zavisi na okolni teploté a dostupnosti vody (Long et al., 2006). Dalsi ptic¢inou
poklesu ucinnosti fotosyntézy v teplotnim intervalu 30-35 °C miZe byt nestabilita Rubisco-
aktivasy. Odhalilo se, Ze po transformaci rostlin Arabidopsis thaliana (L.) genem pro teplotné
stabilni Rubisco-aktivasu vykazuji tyto rostliny zvyseni rychlosti fotosyntézy a zdvojnasobeni
listové plochy. Takto transformované rostliny jsou schopny udrZovat rist a rychlost
fotosyntézy i pfi zvySeni teploty (Raines, 2006).

Pii zvySeném obsahu CO; v prostfedi se méni pomér mezi karboxylaéni a oxygenaéni
aktivitou enzymu Rubisco, roste podil karboxylace, klesd oxygenace a tim je sniZena
fotorespirace. Za podminek zvySeného obsahu CO, neni Rubisco limitujicim faktorem pro
fotosyntézu, rychlost fotosyntézy je omezena schopnosti regenerace C3 cyklu, za kterou jsou
odpovédné enzymy SBP, TKL, FBA. U transgennich rostlin, které obsahuji méné¢ enzymu
Rubisco, ale maji naopak zvy$eny obsah nékterého z enzymi regeneracni faze C3 cyklu, bylo
pozorovano, Ze jsou schopny se lépe vyrovnat nejen se zvySenym obsahem CO,, ale i se

snizenym obsahem dusiku v ptidé nez rostliny netransformované (Raines, 2003).

4.1.1.2 3-fosfoglyceratkinasa

EC2.7.23
Katalyzovana reakce : 3-PGA + ATP — 1,3-BPGA +ADP
(3-fosfoglycerdt je fosforylovan y fosfatem ATP, vznika 1,3-bisfosfoglycerat)

Aktivni enzym je monomer (jako jediny z enzymt Calvinova cyklu) s molekulovou
hmotnosti 44 kDa, existuje chloroplastovy a cytosolicky izoenzym. Kédovén je jadernym
genomem. U vysSich rostlin doslo patrné k duplikaci genti, kopie uréena pro chloroplasty
koduje i transitni peptid (Martin et al, 2000; Martin and Schnarrenberger, 1997). Béhem
studia chloroplastového izoenzymu pSenice byla odhalena mald konzervativnost polohy
intrond mezi riznymi organismy (Jones et al., 1995). U genu pro chloroplastovy izoenzym
pSenice bylo odhaleno 5 intronti (jejich velikost se pohybuje od 77 do 575 bp). V upstream

oblasti genu pSenice byl hledan motiv, ktery je pravdépodobné zodpovédny za regulaci
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transkripce, a ktery byl nalezen i u jinych rostlinnych druhti. Na pozici 521 je sekvence
CACGTG, ktera byla zjisténa napt. u nékolika dalSich dvoudéloZznych. Motiv GATAAG na
pozici 940 genu pro PGK byl nalezen jako upstream ¢ast genu kddujiciho malou podjednotku

Rubisco u mnohych dvoudéloznych (Gilmartin et al., 1990).

4.1.1.3 Glyceraldehyd-3-fosfitdehydrogenasa

EC1.2.1.13
Katalyzovana reakce : 1,3-BPGA + NADPH + H" — GA-3-P + NADP" + P;
(1,3-bisfosfoglycerdt je redukovan za spotfeby NADPH, vznika glyceraldehyd-3-fosfat)
Enzym je aktivni s NAD(H) i NADP(H) (ktery je preferovan), u vysSich rostlin se
Castéji vyskytuje jako heterotetramer nez homotetramer (Conley et al., 1994; Martin et al.,
2000). Chloroplastovy izoenzym je kodovan v jadie a je pravdépodobné eubakteridlniho
pivodu (Donath et al., 1995; Martin et al., 2000), jeho podjednotku A kéduje gen GapA,
podjednotku B gen Gapb (Conley et al., 1994). Cytosolicky izoenzym je kédovan geny (napi.
GapC) pochazejicimi z mitochondridlniho genomu endosymbiotického organismu (ziskany
tedy pravdépodobné horizontalnim pfenosem) (Bringloe et al., 1996). U eukaryot je pfitomna
tiida I, ktera je identickd z 15 — 20 % s archebakterialni tfidou II (Martin et al., 2000).
U kukufice se béhem studia exprese genu kodujiciho tento enzym zjistilo, Ze dileZité jsou
i introny. Obecné plati, Ze u jednodéloznych i dvoudéloznych rostlin introny zvySuji expresi
gend. U kukufice kéduje podjednotku A enzymu GAPDH gen GapAl. Prvni dva introny
genu jsou lokalizovany v oblasti kodujici transitni peptid, v transformovanych burikach bez
intrond je GapAl exprimovan velmi slabé (Donath et al., 1995). U Arabidopsis thaliana (L.)
prodluZuje trvani vysoké urovné exprese vystaveni rostlin (pfedtim péstovanych ve tmé, ¢i
etiolovanych semenacki) stailému modrému, Cervenému a bilému zafeni (i€inek Cerveného
zateni je mens$i nez u bilého ¢i modrého zateni) (Conley et al., 1994). Kratky svételny puls
v8ak indukuje pfechodny narist hladiny mRNA GapA i GapB pouze u etiolovanych
semenacki, nema vliv na nedospé€lé rostliny péstované piedtim ve tmé. Deleni analyzy ur€ily
dvé oblasti, které jsou duleZité pro regulaci exprese GapA svétlem, jde o upstream oblast
-1045 az -808 (snizeni exprese pii deleci této oblasti je 31-15krat), -359 az -110 (pti deleci je
troveri exprese nizka, mizi rozdil v expresi GapA mezi rostlinami péstovanymi na svétle a ve
tmé€). Oblast -359 aZ -110 obsahuje tii kopie dekamerni sekvence S"CAATGAA(G/A)A3’,
delece kopie této sekvence lokalizované nejdale proti sméru genové exprese zptsobi pokles

pozitivniho vlivu zafeni 13-6krat (Conley et al.,1994).
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4.1.1.4 Triosafosfatizomerasa

EC5.3.1.1
Katalyzovana reakce : GA-3-P < DHAP
(vratnad izomerace glyceraldehydu-3-fosfatu na dihydroxyacetonfosfat)

Enzym se vyskytuje v podobé homodimeru. U vysSich rostlin je kodovan geny
vzniklymi duplikaci jaderného genu eukaryot pro cytosolicky izoenzym (Martin et al., 2000).
Mutanti je¢mene fady albostrians maji vyrazné sniZenou aktivitu enzymu TPI. Aktivita
enzymu se nelisi u rostlin péstovanych na svétle a tmé, jeji pokles je zptisoben plastidovymi
mutacemi, v jejichZz dasledku neobsahuji chloroplasty bilého pletiva ribozomy 70S, coZ

znesnadiiuje proteosyntézu (Boldt et al., 1992).

4.1.1.5 Fruktosa-1,6 bisfosfiat/sedoheptulosa-1,7-bisfosfat aldolasa

EC4.1.2.13
Katalyzované reakce : GA-3-P + DHAP — F-1,6-BP + H,0O
(ze dvou triosafosfati, glyceraldehyd-3-fosfatu a dihydroxyaceton fosfatu vznikd
fosforylovana hexosa, tj. fruktosa-1,6-bisfosfat)
E-4-P + DHAP — Su-1,7-BP + H,0
(po odstépeni fosfdtu v poloze 1 z fruktosa-1,6-bisfosfatu a nasledné adici glyceraldehyd-
3-fosfatu (viz 4.1.1.8) vznika vedle xylulosy-5-fosfatu erytrosa-4-fosfat, ktery reaguje
s dihydroxyacetonfosfatem a vznika sedmiuhlikatd sedoheptulosa-1,7-bisfosfat)

Existuji dva velmi odli$né typy tohoto enzymu, u vysSich rostlin je pfitomna tfida I,

vyskytujici se jako homotetramer (Martin et al., 2000).

4.1.1.6 Fruktosa-1,6-bisfosfatasa

EC3.1.3.11
Katalyzovana reakce : F-1,6-BP + H,O —F-6-P + P;
(fruktosa-1,6- bisfosfat preménéna nevratnou hydrolyzou na fruktosa-1-fosfat)

Cytosolicky a chloroplastovy izoenzym se li§i mj. mechanismem regulace (Leegood et
al., 2000). Cytosolicky je alostericky inhibovan adenosinmonofosfatem (AMP) a fruktosa
2,6-bisfosfatem, thioredoxin na jeho aktivitu nema vliv. Naopak chloroplastova forma

enzymu je necitliva vi¢éi AMP a fruktosa 2,6-bisfosfatu.
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4.1.1.7 Sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa

EC 3.1.3.37
Katalyzovana reakce : Su-1,7-BP + H,O — Su-7-P + P;
(sedoheptulosa-1,7-bisfosfdt hydrolyzovdna, vznika sedoheptulosa-7-fosfat)

Existuji 2 izoenzymy, jeden je specificky pro fruktosa-1,6-bisfosfat, druhy, ktery je
specificky jednak téZ pro 1,6-bisfosfat, zaroveri ale i pro seduheptulosa 1,7-bisfosfat, se
vyskytuje u vyssich rostlin. Aktivita chloroplastové formy je modulovatelna thioredoxinem f

(Nishizawa and Buchanan, 1981).

4.1.1.8 Transketolasa

EC2.2.1.1
Katalyzované reakce : F-6-P + GA-3-P — E-4-P + Xu-5-P
(2 uhlikové atomy preneseny z fruktosa-1-fosfatu na glyceraldehyd-3-fosfat, vytvori se
erytrosa-4-fosfat a xylulosa-5-fosfat)
Su-7-P + GA-3-P — R-5-P + Xu-5-P
(vznikla sedoheptulosa-7-fosfat (viz 4.1.1.7) poskytne 2 uhlikové atomy glyceraldehyd-3-
fosfatu, vznika ribulosa-5- fosfat a xylulosa-5-fosfat)

Tento enzym je esencidlni pro Calvinliv cyklus a také oxidativni pentosofosfatovou
drahu. Existuje jako homodimer kodovany jadernym genem eubakteridlniho ptivodu (Martin

and Schnarrenberger, 1997).

4.1.1.9 Ribulosa-5-fosfit-3-epimerasa
EC5.1.3.1

Katalyzovana reakce : Ru-5-P < Xu-5-P
(ribulosa-5-fosfat preménéna v xylulosa-5-fosfat, reakce je reverzibilni)

Homodimerni enzym kédovany jadernym genomem (Martin et al., 2000). Sekvence
kodujici enzym u Solanum tuberosum (L.) je velmi podobna bakteridlnim epimerasam (Teige
et al., 1995). K hromadéni enzymu dochdzi pouze v zelenych pletivech obsahujicich
chloroplasty.
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4.1.1.10 Ribosa-5-fosfatizomerasa

EC 5.3.1.6
Katalyzovana reakce : R-5-P <> Ru-5-P
(vratnd izomerace ribosa-fosfatu v ribulosa-5-fosfat)
U vysSich rostlin zatim nebyla odhalena cytosolickd forma tohoto enzymu.
V chloroplastech funguje v formé heterodimeru (Martin and Scharrenberger, 1997). Enzym je

akumulovan jak v zelenych, tak i v nezelenych orgénech rostlin (Teige et al., 1995).

4.1.1.11 Fosforibulosokinasa

EC 2.7.1.19
Katalyzovana reakce : Ru-5-P + ATP — Ru-1,5-BP + ADP
(y fosfat ATP se pFipoji na ribulosa-5-fosfat, vznika puvodni substrat enzymu Rubisco,
tj. ribulosa-1,5-bisfosfat)

U vyssich rostlin existuje dimerni enzym tfidy II (Martin and Schnarrenberger, 1997).
Je regulovan svétlem, ve tmé je v inaktivnim oxidovaném stavu. Ke stabilizaci enzymu
prispiva ATP, které je pro PRK substratem, a reduk¢ni €inidlo dithiotreitol, ktery je schopen
aktivace enzymu (Kamber and Feller, 1998). Na svétle se aktivita enzymu vyrazné zvysi za
pfispéni thioredoxinu, dtlezité pro narist aktivity jsou dva cysteinové zbytky - Cys16, CysS3
u Arabidopsis thaliana (L.) (Horsnell and Raines, 1991), Cys16, Cys55 u $penatu (Kamber
and Feller, 1998). Pfi studiu podobnosti enzymu u riznych rostlinnych druhti byla zjisténa
90% podobnost primarni struktury u pSenice, Spenatu a huseni¢ku, avSak transitni peptidy se
svoji strukturou li§i (Horsnell and Raines, 1991). Enzym je kédovan jadernym genomem

(Martin and Schnarrenberger, 1997).

4.2 C4 typ metabolismu

Z odhadovanych 2 500 000 rostlinnych druhti vyskytujicich se na Zemi se u 7 500
druhti (3 %) vyskytuje C4 typ fotosyntézy (Sage, 2004), ktery se na celkové primarni
produkci podili 20 - 25 %. Predpoklada se, ze C4 typ se vyvinul z typu C3, prvni C4 rostliny
se objevily v prvohorach béhem karbonu. Bylo dokazano 45 nezavislych vzniki tohoto typu
fotosyntetického metabolismu u 19 eledi vysSich rostlin. Mezi C4 rostlinami pfevazuji

rostliny jednodélozné — Poaceae (4500 druhi), Cyperaceae (1500 druhi), rostliny
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dvoudélozné tvoii zhruba Sestinu druhti (1200 druhii) - Cetni zastupci jsou v Celedich
Chenopodiaceae, Euphorbiaceae, Amaranthaceae, Asteraceae (Sage, 2004; piehled
vybranych rostlinnych rodd, u nichz byl odhalen C4 typ fotosyntézy, je uveden v Tab. 1). C4
typ metabolismu maji i nékteré vyznamné plodiny, napt. Zea mays (L.), Sorghum sp.,
Panicum sp., Saccharum officinarum (L.).

Pfitomnost jinych latek nez 3-fosfoglyceratu jako primarniho produktu fixace CO, byla
odhalena poprvé vroce 1954 u nékterych rostlinnych druhti (Hatch, 2002). C4 typ
fotosyntézy je soubor reakci a mechanismi, které soustied’'uji CO, kolem enzymu Rubisco,
k éemuz jsou rostliny anatomicky, fyziologicky i biochemicky ptizpisobeny (Moore, 1994;
Ku et al., 1996; Brown et al., 2005). Rostliny C4 maji vy$si hodnotu WUE, obvykle se u nich
vyskytuje
tzv. Kranz-anatomie mezofylu (tlustosténné parenchymatické buriky tvofici véncity obal
cévnich svazki) (ale ne vZdy, napt. Hydrilla verticillata (L.f.) (Rao et al., 2006), Borszczowia
aralocaspica (Bunge), Bienertia cycloptera (Bunge ex Boiss.) (Voznesenskaya et al., 2002)
maji fotosyntetické reakce soustfedény v jednom typu bunék. Obr. 5 zachycuje prifez listem
s Kranz-anatomii. Tento typ fotosyntézy se dale déli na tfi varianty liSici se predevS§im
specifickou reakci koncentrujici CO,; tato reakce predchazi Calviniv cyklus, ktery probiha
u C4 rostlin také. Pro vSechny tfi varianty je vSak charakteristickd pfitomnost enzymu
fosfoenolpyruvatkarboxylasy, ktera je lokalizovana ve vnéj$i mezofylové vrstvé (Ku et al.,
1996; Sage, 2004). Rubisco spolu s dal§imi enzymy jsou lokalizovany v buiikdch pochvy
cévnich svazkl. Reakce katalyzované fosfoenolpyruvatkarboxylasou a enzymem Rubisco
jsou tak u C4 rostlin oddéleny prostorové, probihaji v buiikdch mezofylu a buiikdch pochvy

cévnich svazkda.
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Obr.5. PFicny Fez listem Eleusine coracana (L.) Gaertn. (C4 druh Celedi Poaceae)

bu — burnka vnéjsi vrstvy parenchymatické pochvy cévniho svazku, bv — burika vnitini vrstvy pochvy, f - floém,
m - mezofyl, ob — ohybaci (t¢Z motoricka) burika, s - sklerenchym, x — xylém
(podle Rudall, 2007, upraveno).

Pribéh genové exprese genl pro C4 formy enzymi je specificky podle bunééného
typu. Mczofylova exprese je vétSinou regulovana na drovni transkripce, zatimco exprese
v buiikdch pochvy cévnich svazku je regulovana i posttranskripéné (Sheen, 1999).

Enzymy C4 metabolismu se vyskytuji i u C3 rostlin. U C3 rostlin jsou soucasti jinych
metabolickych drah a jsou obvykle méné aktivni (Sage, 2004). C4 specifické izoformy se od
enzymu rostlin C3 1i8i kinetickymi vlastnostmi, né¢kdy i bunéénou kompartmentaci. Béhem
evoluce byly ziejmé modifikovany a tim ziskaly novou roli v metabolismu. Evoluce C4 typu
fotosyntézy probihala pravdépodobné v n€kolika fazich, béhem kterych doslo mj. k duplikaci
genl, jejimZ dusledkem byla ztrata nékterych funkci enzymu ¢i ziskani novych vlastnosti.
Zmény vznikaly i mutacemi, crossing-overem, pii inserci mobilnich elementd. Zmény
v regulacnich cis-clementech vedly ke zméné genové exprese a kompartmentace enzymd,

mutacc v oblasti promotori zplisobily ztratu exprese (Ku et al., 1996; Sage, 2004).
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Tab.1 Prehled vybranych rodii krytosemennych rostlin, u kterych byl odhalen C4 typ fotosyntézy. V tabulce je

zachyceno taxonomické zarazeni do tFidy (Liliopsida - jednodélozné, Rosopsida - pravé dvoudélozné) a celedi.

(podle Sage, 2004.)

sida psida
Poaceae Andropogon Acanthaceae Blepharis
Antropogon Aizoceae Cypselea
Aristida Sesuvium
Axonopus Trianthema
Buchloe Amaranthaceae Aerva
Centropodia Alternanthera
Cynodon Amaranthus
Digitaria Gomphrena
Echinochloa Asteraceae Flaveria
Eriachne Chrysanthellum
Chloris Isostigma
Leptocoryphium Pectis
Miscanthus Boraginaceae Heliotropium
Muhlenbergia Caryophyllaceae Polycarpaea
Ophiochloa Capparaceae Cleome
Panicum Chenopodiaceae Atriplex
Paspalum Bassia
Pheidolochloa Bienertia
Saccharum Borszczowia
Setaria Climacoptera.
Sorghum Girgensohnia
Stipagrostis Halosarcia
Streptostachys Haloxylon
Thrasya Chenolea
Urochloa Kochia
Zea Noaea
Zoysia Ofaiston
Cyperaceae Crosslandia Salsola
Cyperus Suaeda
Eleocharis Euphorbiaceae Chamaesyce
Fimbrystylis Gisekiaceae Gisekia
Kyllinga Malvaceae Gossipium
Mariscus Molluginaceae Mollugo
Rhynchospora Nyctaginaceae Allionia
Syntrinema Boerhavia
Hydrocharitaceae Egeria Okenia
Hydrilla Polygonaceae Calligonum
Portulaceae Portulaca
Scrophulariaceae Anticharis
Zygophyllaceae Zygophyllum

4.2.1 Varianty C4 fotosyntézy
Existuji tfi podtypy C4 metabolismu, které se lis§i mechanismem dekarboxylace

v buiikdch pochvy cévnich svazkl. Charakteristickd je pro né vidy jen jedna ze tii
dekarboxylas: NADP-dependentni jable¢ny enzym (NADP-ME), NAD-dependentni jableény
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enzym (NAD-ME), ¢i fosfoenolpyruvatkarboxykinasa (PEPCK). Pocate¢ni fixace CO,, ktery
je nejprve karbonatdehydratasou hydratovan na HCOj, je spoletnd vSem podtyplim,

produktem této fixace je kyselina oxaloctova (Leegood et al., 2000).

4.2.1.1 NADP-ME varianta
Podtyp C4 fotosyntézy, ktery se vyskytuje u rostlin jednod€loznych (napt. Zea mays

(L.), Saccharum officinarum (L.), Sorghum sp., Cyperus sp.) i dvoudéloznych. V mezofylu je
kyselina oxaloctova redukovana na malat, ten je nasledné transportovan do bun€k pochvy
cévnich svazki. Po vstupu do chloroplastu je zde dekarboxylovan NADP-dependentnim
jableénym enzymem, vznikd NADPH, pyruvat a CO,, ktery vstupuje do Calvinova cyklu.
Pyruvat se po dekarboxylaci vraci do chloroplastu mezofylovych bunék, kde je konvertovan
béhem reakce s ATP na akceptor CO, — fosfoenolpyruvat. Ten je po svém vzniku (ktery je

energeticky velmi naro¢ny) transportovan do cytoplazmy. Cely cyklus je zachycen na Obr. 6.
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Obr.6. NADP-ME varianta C4 fotosyntézy

AMP - adenosinmonofosfat, ATP - adenosintrifosfat, CO, — oxid uhlicity, HCOj3 - hydrogenuhlicitanovy anion,
NADP" - oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NADPH — redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat , NADP*-MDH — NADP-maldtdehydrogenasa, NADP"-ME — NADP-
dependentni jablecny enzym, PEPC - fosfoenolpyruvatkarboxylasa, PEP - fosfoenolpyruvat, P; — anorganicky
fosfat, PP; — anorganicky difosfat, PPDK — pyruvat-fosfatdikinasa.

(podle Buchanan et al., 2000, upraveno)

4.2.1.2 NAD-ME varianta
Timto zpisobem fotosyntetizuji mnohé druhy trav — napt. Panicum milliacum (L.)

— idvoudéloznych rostlin. Rostliny NAD-ME varianty maji v buitkdch pochev cévnich
svazku chloroplasty s grany a hojny pocet velkych mitochondrii. Hlavni transportovanou

¢tytuhlikatou kyselinou je zde aspartat, ktery vznikd transaminaci oxalacetatu v cytosolu
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mezofylovych bunék. Je transportovan do bunék pochvy cévnich svazki, kde vstupuje do
mitochodrii, a vreakci s 2-oxoglutaratem je pfeménén na kyselinu oxaloctovou. Ta je poté
s vyuzitim NADPH redukovdna na malat. Malat je dekarboxylovan ¢innosti NAD-ME
a pyruvat vznikly touto oxidativni dekarboxylaci v mitochondriich je transportovan
do cytosolu, kde je aminovan na alanin. Ten je transportovan do bun€k mezofylu, jeho
aminoskupina je zde pouzita pro transaminaci oxalacetatu (viz vy$e). NAD-ME varianta C4
fotosyntézy je zachycena na Obr. 7.

Za jistych podminek je zbuné¢k mezofylu do bun€k pochvy cévnich svazkl
transportovan maléat. Pyruvat uvolnény po dekarboxylaci malatu se vraci zpét do mezofylu,

zde plni ulohu prekurzoru regenerace fosfoenolpyruvatu.
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Obr.7. NAD-ME varianta C4 fotosyntézy

AMP - adenosinmonofosfat, ATP - adenosintrifosfat, CO; — oxid uhlicity, HCOj - hydrogenuhlicitanovy anion,
NAD" - oxidovany nikotinamidadenindinukleotid, NADH — redukovany nikotinamidadenindinukleotid,
NAD-ME — NAD-dependentni jablecny enzym, NADP" - oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat,
NADPH — redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NADP-ME — NADP-dependentni jablecny enzym,
PEP - fosfoenolpyruvat, PEPC - fosfoenolpyruvatkarboxylasa, P; — anorganicky fosfat, PP; — anorganicky
difosfat, PPDK — pyruvat-fosfatdikinasa.

(podle Buchanan et al., 2000, upraveno)

4.2.1.3 PEPCK varianta
Tato varianta metabolismu C4 byla zatim odhalena pouze u trav ¢eledi Poaceae

(napt. Panicum maximum (Jacq.)). Do bunk pochev cévnich svazkii je z mezofylu
transportovan aspartat. Oxalacetat je formovan v mitochondriich bunék pochvy cévnich

svazkli dcaminaci aspartatu, poté je transportovan do cytosolu. Fosfoenolpyruvat formovany
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béhem dekarboxylace kyseliny oxaloctové, je transportovan zpét do mezofylu a je zde pouzit

pfimo k asimilaci CO,. PEPCK variantu C4 fotosyntézy zobrazuje Obr. 8.
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Obr.7. PEPCK varianta C4 fotosyntézy
AMP - adenosinmonofosfat, ADP —adenosindifosfat, ATP - adenosintrifosfat, CO; — oxid uhlicity,
HCOy - hydrogenuhlicitanovy anion, PEP - fosfoenolpyruvat, PEPC - fosfoenolpyruvatkarboxylasa,
P; — anorganicky fosfat, PP; — anorganicky difosfat, PEPCK — fosfoenolpyruvatkarboxykinasa,
PPDK - pyruvat-fosfatdikinasa.

(podle Buchanan et al., 2000,upraveno)

4.2.2 Enzymy C4 fotosyntézy

4.2.2.1 Karbonatdehydratasa

EC4.2.1.1
Katalyzovana reakce: CO,+ H,O — HCO; + H™
(CO; je hydratovan, vznika anorganicka forma uhliku — hydrogenuhlicitan)
Karbonatdehydratasa (téZ karboanhydrasa) existuje u vys$Sich rostlin v cytosolické
a chloroplastové form&. U C3 rostlin pfevazuje chloroplastova izoforma, u rostlin C4 je
naopak dominantni forma cytosolickd. Geny téchto dvou izoforem se patrné¢ vyvinuly
v obdobi pred fylogenctickym oddélenim rostlin jednod€loznych a dvoudéloznych.
V cytosolu mezofylovych buné€k napomaha tento enzym udrZovat rovnovahu atmosférického
CO; a hydrogenuhli¢itanu, jeho pasobenim se zvySuje dostupnost hydrogenuhli¢itanu pro
enzym PEPC a CO; pro enzym Rubisco. Rostliny sredukovanou aktivitou
karbonatdchydratasy maji vys$i A"C (hodnota A"’C urduje diskriminaci uhliku, uréuje

odchylku od standardniho sloZeni izotopt v pfirodé) (Cousins et al., 2006). Transformované
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rostliny s aktivitou CA mensi nez 10 % aktivity pozorované u rostlin netransformovanych
maji nizkou rychlost asimilace CO, a rostou (pfi béZném parcidlnim tlaku CO, v prostiedi)
pomalu. Aktivita CA je nezbytna pro pribéh C4 fotosyntézy, je faktorem, ktery vice limituje

dvoudélozné druhy C4 rostlin neZ jednodélozné C4 rostliny (von Caemmerer, 2004).

4.2.2.2 Fosfoenolpyruvitkarboxylasa

EC4.1.1.31

Katalyzovana reakce: PEP + HCO; — OAA + P;

(hydrogenuhlicitan reaguje s fosfoenolpyruvdtem, vznika ctyruhlikata sloucenina, kyselina
oxaloctova)

U vyssich rostlin je tento enzym kédovan rodinou genti ppc. Bylo odhaleno pét gend,
které jsou oznaovany jako C4 gen, C3 listovy gen a 3 geny non-C4 (téZ kofenové specifické)
(Sheen, 1999). C4 gen je u kukufice lokalizovan na chromozomu 9, je vysoce exprimovan
v listech, naopak jeho exprese je nizka v kofenech a etiolovanych listech (Ku et al., 1996).
V regulaci exprese hraje roli vysoké zastoupeni bazi cytosinu a guaninu (vysoky obsah téchto
bézi byl pozorovan i u jinych vysoce exprimovanych genti trav). C3 listovy gen se u kukuftice
nachazi na chromozomu 7, je exprimovan v zelenych i etiolovanych listech, nizkou expresi
ma v kofenech. Geny non-C4 jsou u kukufice v kopiich na chromozomech 4 a 5.

Dosud bylo popsano vice nez deset forem enzymu fosfoenolpyruvatkarboxylasa. C4

izoforma enzymu je 15-30krat aktivnéj$i (s maximalni aktivitou pii pH = 8) nez C3 izoforma
(Furbank et al., 2000). C4 izoforma je tetramerni, molekulovd hmotnost podjednotek je
105 ¢i 109 kDa (N-konec je snadno degradovatelny, proto €asto z proteinu o puvodnich
109 kDa zbyva protein s molekulovou hmotnosti 105 kDa). Na N-konci je lokalizovano
regulacni fosforylovatelné misto (specificky serin - na pozici 15 u kukufice, na pozici 8
u ciroku) odpovidajici za regulaci svétlem. K ristu aktivity PEPC dochazi u kukufice
po 60-100 minutach po ptemisténi listi ze tmy na svétlo (Furbank et al., 2000).

Genova rodina pepc u rodu Flaveria je modelem pro studium evoluce C4 genti (Sheen,
1999). U rostlin rodu Flaveria byly odhaleny tfi geny pro enzym
fosfoenolpyruvétkarboxylasa: ppcA, ppcB, ppcC, které kéduji funkce enzymu piitomné
u C3 rostlin. C4 formu enzymu kdéduje gen, ktery je variantou ppcA. Tento gen vznikl
pravdépodobné zménami ve 2kbp velkém cis-regulaénim elementu v promotoru ppc4 (Ku et
al, 1996) transkripce tim byla zvySena. Dal$i zména byla v kédujici oblasti genu, kde byl

zaménén alanin za serin na pozici 774. Zamény v oblasti 296-427 zptisobily zménu citlivosti
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ke glukosa-6-fosfatu. Disledkem vy$e uvedenych zmén byla jina citlivost C4 formy enzymu

k malatu a jina hodnota ky, pro fosfoenolpyruvat.

4.2.2.3 Pyruvit-fosfatdikinasa

EC2.7.9.1

Katalyzovana reakce: pyruvat + P; + ATP < PEP + PP; + AMP

(B a y fosfaty z ATP jsou preneseny na dva substrdty, pyruvdt a anorganicky fosfat, vznika
fosfoenolpyruvat, difosfat a adenosinmonofosfat)

Rostlinny enzym je homotetramer (bakterialni je homodimerni), molekulova hmotnost
podjednotek ma hodnotu 94 kDa (Furbank et al, 2000). Primarni struktury enzymu jsou
u vys$Sich 1 nizsich rostlin velmi podobné, lisi se transitnim peptidem, ktery je pouze u vyssich
rostlin. Predchidce C3 a C4 forem tohoto genu existoval uz pred divergenci prokaryot
a eukaryot. C4 specificky gen pro enzym pyruvat-fosfatdikinasa je transkribovan ze dvou
enzymu, cytosolicka a chloroplastova. Chloroplastova je exprimovana podle del$i mRNA,
exprese je vysoka v mezofylovych burikach, produkt translace nese tranzitni sekvence. Mensi
mRNA vede k produktu bez tranzitniho peptidu, proto vysledny protein zistava lokalizovan
vcytosolu. Vliv svétla na obé izoformy enzymu pyruvat-fosfatdikinasa je odlisny;
u C3 rostlin indukuje expresi chloroplastové formy (shodné jako u C4 rostlin, ale v niZsi
mife), udvoudélozné C4 rostliny Flaveria trinervia (Spreng.) je za svétla hromadéna
izoforma chloroplastova, exprese cytosolické izoformy je naopak svétlem tlumena. Nejvétsi
rozdil mezi C3 a C4 formou enzymu je v sile prvniho promotoru, u C3 rostlin je hladina
exprese genu pro tento nizka (Sheen, 1999).

C4Pdk gen kukufice sdili vétSinu své kédujici sekvence s ancestralnim genem c,Pdk
kodujici cytosolickou formu enzymu. Promotor c,Pdk je lokalizovan v prvnim intronu genu
C4Pdk a je aktivni ve vSech typech organi. Promotor C4Pdk vede k listové specifité exprese
a svétlem ovlivnitelné transkripci v buiikach listového mezofylu, existuji domnénky, zZe
promotor C4Pdk, ktery spliiuje potfeby C4 gend, vznikl diky rekombinaci repetitivni
sekvence, jejimz vysledkem byl vznik nového intronu a pfipojeni tranzitniho peptidu (Sheen,
1999).
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4.2.2.4 NADP-maliatdehydrogenasa

EC 1.1.1.37
Katalyzovana reakce: OAA + NADPH < malat + NADP
(redukce kyseliny oxaloctové na maldt, pricemZ je vyuZito NADPH zprimdrni fdze
fotosyntézy)

C4 forma enzymu NADP-malatdehydrogenasa je 10-20krat aktivnéj$i neZ tento enzym
u C3 rostlin. Enzym je za tmy inaktivovan, aktivita se méni pii ozafenosti odpovidajici 40 %
(a mensi) plného slune&niho svitu. Uplna inaktivace, ktera je disledkem oxidace dithiolovych
skupin (kukufice a ¢irok maji v kazdé podjednotce enzymu osm cysteinovych zbytkil), mize
zabrénit plytvani NADPH pfi neudinné pieméné kyseliny oxaloctové na malat. Roli pfi
aktivaci a inaktivaci hraje i pomér NADPH ku NADP, hladina CO, a hladina O, (Furbank et
al., 2000).

4.2.2.5 NADP-dependentni jable¢ny enzym

EC1.1.1.40
Katalyzovana reakce: malat + NADP « pyruvat + CO, + NADPH
(oxidativni dekarboxylace maldtu na pyruvat)

C4 izoforma tohoto enzymu ma vyssi aktivitu, je obzvlast’ dilezita pro jednodéloZzné
rostliny, které nemaji v burikdch pochvy cévnich svazki fotosystém II — aktivita enzymu je
zde pfinejmensim 25krat vyssi nezZ u jinych C4 a C3 rostlin (Furbank et al., 2000). U vét§iny
C3 rostlin se vyskytuji tfi formy: jedna cytosolicka a dvé chloroplastové. Cytosolicka forma
(72 kDa) ptevazuje u C3 rostlin, chloroplastové formy maji molekulové hmotnosti 62 kDa
a 64 kDa, vétsi znich pfevazuje u C4 rostlin. Gen pro tuto izoformu vznikl duplikaci
ancestralniho genu a naslednou modifikaci promotoru. Béhem studii rodu Flaveria (jediny
rod Celedi Asteraceae, ktery obsahuje vedle C3 a C4 druhti i pfechodné C3-C4 druhy) byly
odhaleny dva geny pro chloroplastové izoformy (oznaceny Mel, Me2), které jsou si velmi
podobné, pravdépodobné vznikly genovou duplikaci pomémé nedavno. Mel byl nalezen
u sedmi druhii rodu Flaveria, u C4 druhu Flaveria bidentis se exprimuje pouze v listech - je
zde regulovan svétlem. Exprese genu Mel je vysokd u Flaveria bidentis (L.), Flaveria
trinervia (Spreng.), u C3-C4 piechodnych druhi se gen exprimuje v mife odpovidajici stupni
C4 fotosyntézy (Marshall et al., 1996). Me2 byl odhalen v kofenu Flaveria bidentis (L.), jeho

exprese probiha ve fotosyntetickych i nefotosyntetickych pletivech, ale jeji tirovei je nizka.
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4.2.2.6 NAD-dependentni jable¢ny enzym

EC 1.1.1.38
Katalyzovana reakce: malat + NAD « pyruvat + CO, + NADH
(oxidativni dekarboxylace maldtu, vznika pyruvat a CO,)
U C4 rostlin se NAD-dependentni jableény enzym vyskytuje ve formé oktameru,
C4 forma ma 18-60krat vyssi aktivitu neZ enzym C3 rostlin (Furbank et al., 2000).

4.2.2.7 Fosfoenolpyruvitkarboxykinasa

EC 4.1.1.49
Katalyzovana reakce: OAA + ATP — PEP + ADP
(dekarboxylace oxalacetatu na fosfoenolpyruvat, reakce je zavisla na energii ATP)

Enzym je lokalizovany v cytosolu bunék pochev cévnich svazkil, ma podobu hexameru,
s molekulovou hmotnosti jednotlivych podjednotek 64 kDa (Leegood et al., 2000). Je hlavni
dekarboxylasou skupiny rostlin PEPCK varianty. Tento enzym je kédovan kédovan genovou
rodinou pck. Zatim byly odhaleny &tyfi geny této rodiny: pckl, pck2, pck3, pck4. Béhem
studia fotosyntézy u druhu Urochloa panicoides (Beauv.) bylo zjisténo, Ze v listech pievazuji
transkripty geni pckl a pck2, naopak v kofeni jsou exprimovany piedevsim geny pck3 s pck4.
Geny pckl a pck2 jsou z 96 % identické (Finnegan et al, 1999).

4.3 CAM typ metabolismu

Crassulacean acid metabolism (zkratkou CAM) je tfeti varianta fotosyntézy, ktera
vyuzivd enzymy Calvinova cyklu i enzymy C4 cesty asimilace CO,. Procesy C3 a C4
asimilace probihaji ¢asové oddélené: fixace C4 za tmy, cyklus C3 za svétla (existuji i druhy
CAM rostlin fixujici CO, 24 hodin denné, pfikladem je Tillandsia usneoides (L.)) (Cushman
and Bohnert, 1999; Dodd et al., 2002). Schéma CAM typu fotosyntézy je uvedeno na Obr. 9.

Existuji i dal8i znaky, které charakterizuji fixa¢ni cestu CAM.
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Obr.9. CAM typ fotosyntézy. Zachycen stav ve dne (za svétla) a v noci (ve tmé).

1,3-BPGA - 1,3-bisfosfoglycerat, 3-PGA — 3-fosfoglycerat, ADP — adenosindifosfat,

AMP — adenosinmonofosfat, ATP — adenosintrifosfat, CO; — oxid uhlicity, H - proton, HCOj -
hydrogenuhlicitanovy anion,GA-3-P — glyceraldehyd-3-fosfat, NAD" - oxidovany nikotinamidadenindinukleotid,
NADH — redukovany nikotinamidadenindinukleotid, NADP-MDH — NADP-dependentni maldatdehydrogenasa,
NADP-ME—- NADP-dependentni jablecny enzym, PEP - fosfoenolpyruvat, PEPC - fosfoenolpyruvatkarboxylasa,
P; — anorganicky fosfat, PP; — anorganicky difosfat, PPDK - pyruvatfosfatdikinasa.

(podle Portis, 2004, Setlik a kol., Fyziologie rostlin,

dostupné na http://www.natur.cuni.cz/biochem/kucera/rostliny/is/fyzros.html . upraveno)

Primarni karboxylace, katalyzovana enzymem PEPC, probihd vyhradné v noci a jeji
substrat, fosfoenolpyruvét, je dopliovan z procesti metabolismu Skrobu (u CAM rostlin neni
fosfoenolpyruvat ziskavan z dekarboxylace, ktera u C3 a C4 rostlin probiha soucasné
s karboxylaci). Typické pro CAM rostliny je i hromadéni malatu ve vakuolach béhem noci
(velké vakuoly v buitkdch mezofylu jsou anatomickym znakem CAM rostlin). Malat vznika
z oxalacetétu, jeho koncentrace mize byt az 0,3M, pH vakuolarni §tavy klesa az k hodnoté 4
(Portis, 2002). Za svétla je malat dopraven do cytosolu, zde je dekarboxylovan, pii
dckarboxylaci je uvolnén CO,. Uvolnény CO; vstupuje do Calvinova cyklu. Calviniv cyklus

probiha i pifes pfitomnost PEPC a dekarboxylas v cytosolu. Stejné jako u C4 typu fotosyntézy
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je i u CAM rostlin potlacena fotorespirace diky vysokym koncentracim uvolnéné¢ho CO,, pii
kterych probiha Calvintiv cyklus.

Ke vzniku CAM metabolismu z C3 doslo v obdobi tfetihor — v miocénu, jednalo se
pravdépodobné o nasledek sniZeni obsahu atmosférického CO, a kolonizace novych prostredi
— suchych habitatd — rostlinami. Tato varianta fotosyntetického metabolismu se povazuje za
adaptaci na sucho (Cushman and Bohnert, 1999; Dodd et al, 2002), vyskytuje se
u nahosemennych, krytosemennych jednodéloZznych i dvoudé€loznych rostlin, zhruba
u 300 rodi 30 Eeledi; u rostlin vodnich i terestrickych, rizného vzhledu i Zivotnich forem.
Velké mnoZstvi CAM druhd bylo odhaleno mezi tropickymi epifytickymi kapradinami, dale
v Celedich Agavaceae, Bromeliaceae, Crassulaceae, Cactaceae, Orchidaceae, Piperaceae,
Liliaceae (Luttge, 2004). Nazev - Crassulacean acid metabolism - je odvozen od celedi
Crassulaceae, u které byl tento typ metabolismu poprvé zaznamenan. Pouze nékteré Celedi
maji téméf vSechny druhy typu CAM - Crassulaceae, Cactaceae, Mesembryanthemaceae,
v ostatnich Eeledich vykazuji CAM metabolismus a sukulenci pouze nékteré druhy. Znamé

CAM rody rostlin jsou shrnuty v Tab. 2.
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Tab.2 CAM rody krytosemennych i vytrusnych rostlin s uréenim do tfidy a celedi. Ne vSechny druhy daného
rodu provozuji CAM typ fotosyntézy.
(podle http://wikipedia.org, 12.7.2008; Cowling et al., 1999, Phillips and Comus, 1999, Keeley, 2003.)

Liliopsida Rosopsida
Agavaceae Agave Aizoaceae Mesembryathenum
Dracaena Apocynaceae Adenium
Hesperaloe Asteraceae Senecio
Yucca Cactaceae Opuntia
Alismataceae Saggitaria Peniocereus
Apiaceae Lilaeopsis Stenocereus
Araceae Zamioculcas | Clusiaceae Clusia
Asclepiadaceae | Adenium Crassulaceae Crassula
Akocanthera) Dudleya
Caralluma Graptopetalum
Carissa Kalanchoe blossfeldiana
Ceropegia Sempervivum
Dischidia Euphorbiaceae | Jatropha
Frerea Portulacaceae | Ceraria
Hoya Portulaca
Huernia Sapindaceae Dodonaea
Stapelia Sesuvium
Asphodelaceae Aloe Vitaceae Cissus
Gasteria Cyphostemma
Haworthia
Bromeliaceae Aechmea Magnoliopsida
Ananas | Piperaceae | Peperomia
Puya
Dyckia Lycopodiopsida
Hechtia Isoetaceae | Isoetes
Tillandsia
Commelinaceae | Callisia Polypodiopsida
Tradescantia Polypodiaceae | Drymoglossum
Tripogandra Microsorium
Convolvulaceae | Ipomaea Platycerium
Cucurbitaceae Xerosicyos Polypodium
Dendrosicyos
Momordica Pteridopsida
Cyperaceae Eleocharis Vittariaceae | Vittaria
Scirpus
Geraniaceae Pelargonium Cycadopsida
Gesneriaceae Codonanthe Zamiaceae | Dioon
Hydrocharitaceae | Hydrilla
Lamiaceae Vallisneria Gnetopsida
Plectranthus Welwitschiaceae | Welwitschia
Moringaceae Soleus
Moringa
Orchidaceae Vanilla planifolia
| Rubiaceae Hydnophytum
Zygophyllaceae | Myrmecodia
Zygophyllum

Vedle rostlin, které jsou CAM-konstitutivni (tj. jiny typ fotosyntetické fixace CO; nez
CAM neprovozuji), existuje mnoho rostlinnych druhi, které jsou CAM-obligatni (stavaji se
CAM rostlinami az po zméné podminek prostfedi — obvykle v reakci na stres suchem) - a maji

velkou plasticitu exprese CAM genti. Pfechod na CAM probiha u sukulentti schopnych ménit
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fixa¢ni cestu CO, za vysokych teplot, dale pfi nedostatku vody v ptdé, kdy se omezeni
transpirace stava vyhodou. Omezeni transpirace vedouci k omezenému ptijmu soli je vyhodné
i pii zasoleni pudy. Plasticita genové exprese je zfejma u celedi Crassulaceae, jeji druhy
s ten¢imi listy jsou za podminek stalé koncentrace CO; rostlinami C3, naopak druhy silnolisté
(vice $tavnaté) trpi limitaci difize CO, a soustfed’uji se na fixaci CO, v noci, tim se zasobi
uhlikem pro denni potfebu (Dodd et al., 2002). Rostliny rodu Kalanchoe sp. mohou byt
(stejné jako rod Mesembryanthemum sp.) piechodného typu C3/CAM, ¢i alespoii jejich
nejmladsi listy fotosyntetizuji C3 zpisobem (Luttge, 2004). Jako ,,CAM cycling* se oznacuje
fotosynteticky metabolismus u rostlin s malo zietelnym CAM, které se jevi jako C3 rostliny,
tyto rostliny se vyskytuji na habitatech s neptedpovidatelnou zasobou vody.

CAM rostliny se rozdéluji do dvou skupin, ME typ a PEPCK typ. Toto déleni je
zaloZeno na typu enzymu, ktery dekarboxyluje &tyfuhlikaté kyseliny. Casto plati, Ze druhy
jedné Celedi patfi ke shodnému typu CAM, pro vyssi taxony to neplati (Cushman and
Bohnert, 1999).

Pii ME typu CAM metabolismu je dekarboxylovan malat bud’ v cytosolu ¢i
v mitochondriich za vyuziti NADP-ME ¢i NAD-ME, pii dekarboxylaci je uvolnén CO,
a pyruvat. Pyruvat je pfeménén v chloroplastu ve fosfoenolpyruvat enzymem PPDK. U ME
typu CAM neni aktivni enzym PEPCK.

Naopak pfti PEPCK typu CAM metabolismu rostliny postradaji aktivitu PPDK.
Kyselina oxaloctova v tomto piipadé vznika ¢innosti NAD(P)H-MDH, je enzymem PEPCK
v cytosolu zménéna na fosfoenolpyruvat a CO,. Enzym ME je u PEPCK typu CAM méné
aktivni neZ u ME typu CAM.

Tradiéné se CAM metabolismus popisuje Ctyifazovym schématem (faze jsou
vymezeny obdobimi dne o uréité ozafenosti — noc, usvit, den, stmivani), jednotlivé faze byly
definovany na zdkladé zmén koncentrace malatu v listech. 1. faze probihd v noci.
Atmosféricky ¢&i respiraci vznikly CO, je fixovan v cytosolu fosfoenolpyruvatkarboxylasou,
substratem pro tuto fixaci je fosfoenolpyruvat vytvofeny béhem piredchoziho dne. No¢ni faze
metabolismu pfedstavuje kontrolni bod CAM drahy, dochazi pfi ni k ukladani uhliku.
Vznikajici kyselina jable¢na je skladovana v centralni vakuole. Béhem 2. faze, za tsvitu,
dochazi k pfepnuti C4 dekarboxylace na C3, fosfoenolpyruvatkarboxylasa je deaktivovana
defosforylaci. Ve 3. fazi, béhem dne, probiha dekarboxylace malatu jednim ¢i kombinaci
nékolika z t&chto enzymi: NADP-ME, NAD-ME, PEPCK (viz vySe). Pfi stmivani, ve 4. fazi,
ktera je podobné jako 2. faze fazi pfechodnou, je dekarboxylace ukoncena, oteviraji se
pruduchy a je zahajena fixace CO, zptisobem C3 (Luttge, 2004; Dodd et al., 2002).
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Energetické naklady na fixaci jedné molekuly CO, jsou vétsi neZ u rostlin C4;
1-2 molekuly ATP jsou spotfebovany pfi zpracovavani malatu, navic je 1 molekula ATP
potiebna k transportu jedné molekuly malatu do vakuoly a 0,5 molekuly ATP se vyuZije na
syntézu zasobnich sacharidi (Dodd et al., 2002).

4.3.1 Kili¢ové enzymy CAM fotosyntézy

Spravné fungovani a ¢asova posloupnost fixa¢ni cesty CAM je déno piesnou regulaci
aktivity enzyml. VSechny mechanismy regulace zatim nebyly objasnény. Béhem indukce
CAM metabolismu je indukovana exprese gend pro CAM-specifické enzymy. Predmétem
studia jsou v soucasnosti CAM geny, genové rodiny, regulace indukce jejich exprese
a pribéh této exprese. Stupeni aktivace CAM specifickych genti zavisi na typu a mife stresu,
stejné jako na vyvojovém stadiu rostliny. Po zasoleni pidy nebo dehydrataci dochazi ke
hromadéni mRNA CAM-specifickych gend, coZ bylo pozorovano napf. u rostlin
Mesembryathenum crystallinum (L.), Kalanchoe blossfeldiana (Poelln.). Pti pfechodu z C3 na
CAM typ metabolismu v disledku zasoleni pidy u druhu Mesembryathenum crystallinum
(L.) vzrtsta rychlost transkripce vice nez Sestkrat (Vernon and Bohnert, 1992). Regulace
exprese probiha transkripéné i posttranskripéné€, translaéné i posttranslacné. Transkripéni
aktivaci CAM genli zprostiedkovava interakce cis-aktivacni sekvence DNA
s trans-aktivaénimi faktory. Posttranskripéni regulaci predstavuje nartist mnoZstvi RNA-
vazebnych proteint stabilizujicich mRNA v chloroplastech. Transla¢ni regulace u indukce
pfechodu z metabolismu C3 k CAM je vyjadfena poklesem celkové proteosyntézy
doprovazejicim indukci CAM, ale zéaroveri roste mnozZstvi CAM-specifickych enzymd.
Posttranslaéni regulace PEPC slouzi komezeni zbytenych cykli karboxylace
a dekarboxylace (Cushman and Bohnert, 1999).

4.3.1.1 Fosfoenolpyruvatkarboxylasa

EC4.1.1.31
Katalyzovana reakce: fosfat + OAA — H,0 + PEP + CO,

U druhtt Mesembryathenum crystallinum (L.), Kalanchoe blossfeldiana (Poelln.),
Vanilla planifolia (Jacks.) bylo zji$téno, Ze mala genova rodina kodujici enzym PEPC ma az
Ctyfi ¢leny — Ppcl az Ppc4. CAM-specifickd izoforma enzymu je ve zvySené mife

produkovana v listech, zbylé izoformy jsou v malé mife pfitomny v pletivech s CAM
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metabolismem (tyto izoformy pini roli anaplerotickych ,housekeeping” ¢&i pletivové-
specifickych proteinil). Aktivita PEPC je pozitivné alostericky ovlivnéna glukosa-6-fosfatem,
triosafosfatem, negativni vliv na enzym ma L-malat. PEPC podléha vratné fosforylaci
enzymem PEPCK, fosforyluji se pfitom serinové zbytky lokalizované na N-koncové doméné
(Nimmo, 2000).

U rostlin CAM se enzym PEPC vyskytuje ve dvou reversibilnich formach. Za tmy je
ve formé aktivni, kterA ma vyssi afinitu k PEP a je vice citliva ke glukosa-6-fosfatu,
triosafosfatu, méné citlivda k L-malatu. Defosforylovand forma vyskytujici se ve dne je

citlivéjsi na inhibici malatem (Dodd et al., 2002).

4.3.1.2 NADP-malit dehydrogenasa, NAD-maliatdehydrogenasa
EC 1.1.1.37
Katalyzovana reakce: OAA + NADPH < malat + NADP
(oxalacetadt je redukovdn na maldt)
NADP-MDH je lokalizovana v chloroplastech a kédovana genem Mdhl. NAD-MDH
koduje gen Mdh2, enzym je lokalizovan v cytoplazmé (Cushman et al., 2000).

4.3.1.3 NADP dependentni jable¢ny enzym
EC 1.1.1.40
Katalyzovana reakce: malat + NADP < pyruvat + CO, + NADPH
(oxidativni dekarboxylace maldtu na pyruvat)

U druhu Mesembryathenum crystallinum (L.) byla odhalena multigenni rodina pro
tento enzym s nejméné jednim CAM-specifickym izogenem Mod! (Cushman and Bohnert,
1999). Enzym je lokalizovan v cytoplasmé.

4.3.1.4 Pyruvitfosfatdikinasa

EC2.7.9.1

Katalyzovana reakce: pyruvat + P; + ATP < PEP + PP; + AMP

(B a y fosfaty z ATP pFeneseny na dva substrdaty, pyruvat a anorganicky fosfat, vznika
fosfoenolpyruvat, difosfat a adenosinmonofosfat)
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Enzym PPDK je lokalizovan v chloroplastech, u Mesembryanthemum crystallinum

(L.) byl odhalen gen Ppdkl kédujici tento enzym (Cushman and Bohnert, 1999).

4.3.1.5 Fosfoenolpyruvatkarboxykinasa

EC4.1.1.49

Katalyzovana reakce: OAA + ATP — PEP + ADP

(oxalacetat je dekarboxylovan, vznika fosfoenolpyruvat, pri reakci se spotFebovdvd energie
ATP)

v noci a defosforylovana ve dne. Enzym je lokalizovan v cytoplasmé (Cushman et al, 2000).
Diky bunééné-specifické distribuci enzymu v listech bylo u druhu Clusia apipoensis (L.),
u které se projevuje CAM metabolismus slabé, odhaleno, Ze enzym miiZe byt kédovan vice

neZ jednim genem (Borland et al., 1998).

S Zavér

Béhem evoluce se u rostlin vyvinuly rizné varianty sekundarni faze fotosyntézy — C3,
C4 a CAM. Ke Calvinovu cyklu fixace CO, ptibyly dalsi reakce, které (vyménou za vyssi
spotiebu ATP) zajistuji vyssi koncentraci CO;, v okoli enzymu Rubisco. U C4 a CAM rostlin
jsou zaroveni omezeny ztraty vody zptsobené transpiraci. Jednotlivé enzymy jsou kédovany
jadernym genomem, chloroplastova DNA kéduje pouze velké podjednotky Rubisco.
Poznatky o tom, jak se li§i geny enzymi podle typu fotosyntézy, pochéazeji z vyzkumu
provadéném na nékolika malo rostlinnych druzich, zatim je nelze brat za obecné platné. Bude
potieba jesté cela fada srovnani C3, C4, CAM rostlin, rostlin pfechodného typu C3-C4
i rostlin transgennich k tomu, abychom lépe pochopili, co vede na drovni struktury gend,
regulace jejich exprese i regulace celych metabolickych drah k rozdilim mezi riznymi typy
fotosyntetického metabolismu zejména pii reakci rostlin na rizné podminky prostredi

(mj. dostupnost vody, zasoleni, ozafenost).
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